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RÉSUMÉ 
Le tonus et le métabolisme des muscles lisses des voies respiratoires sont modulés 
par plusieurs facteurs épithéliaux. L'acide arachidonique des cellules épithéliales est 
métabolisé par trois voies différentes et les produits synthétisés sont des facteurs qui 
modulent l'activité des muscles lisses des voies respiratoires. Les trois voies du 
métabolisme de l'acide arachidonique sont la lipoxygénation, la cyclooxygénation, et 
l'époxygénation. L'époxygénation catalysée par le cytochrome P450, est moins connu au 
niveau des cellules épithéliales des trachées et des bronches. Cette voie métabolique 
permet la production des acides époX}'eicosatrienoïques (EETs}. Quatre régioisomères 
peuvent être synthétisés par le cytochrome P450: le 5,6-EET, le 8,9-EET, le 11,12-EET, 
et le 14,15-EET. Il est connu que ces isomères sont responsables de la relaxation des 
muscles lisses vasculaires de plusieurs tissus, et que cette relaxation est médiée par une 
hyperpolarisation des cellules musculaires. L'activation des canaux K+ de grande 
conductance, sensibles au ions Ca2+, appelés les canaux Kea sont les canaux qui causent 
cette hyperpolarisation. Les EETs activeraient une protéine G de la famille G, pour 
l'activation des canaux Kc. par un mécanisme encore mal compris. Il est proposé que les 
EETs représentent des endothelium-derived hyperpolarizing factors (EDHFs). Les effets 
des EETs au niveau des canaux Kea des muscles lisses des voies respiratoires n'ont pas 
encore été étudiés. Par contre, il est connu que les EETs causent une relaxation des 
muscles lisses des bronches de cobayes. Ce travail présente l'étude de la modulation des 
canaux Kea des muscles lisses des voies respiratoires par les EETs. Nous avons démontré 
que l'isomère 11, 12-EET active directement les canaux Kc., sans l'implication d'une 
protéine G. Des concentrations de 0.9 - 3.0 µM multiplient par 1.2 - 4 la probabilité 
d'ouverture des canaux Kc. sans affecter leur conductance. De plus, les effets du 11, 12-
EET sont présents lorsque la molécule exogène est ajoutée du côté extracellulaire (cis), et 
non du côté cytoplasmique (trans) du canal. Le précurseur du 11,12-EET, l'acide 
arachidonique, induit aussi une activation des canaux Kc. mais à des concentrations 
beaucoup plus élevées. Par contre les platelet-activating factors (PAF) n'a aucun effet 
direct sur le canal, même à des concentrations de 10 µM. Le 11, 12-EET n'induit pas une 
plus grande activation des canaux Kc. avec la présence de GTP du côté cytoplasmique, et 
donc l'hypothèse de la double activation de ces canaux par .le 11,12-EET n'a pas été 
retenue. Finalement, le 11, 12-EET induit une relaxation des muscles lisses des bronches de 
cobayes contractés avec le carbamylcholine, un agoniste muscarinique. Des concentrations 
de 1.5 à 3.0 µM induisent de 3 à 6% de relaxation des muscles de bronches contractés. 
Les résultats obtenus, tant au niveau moléculaire que tissulaire, nous amène à proposé que 
le 11, 12-EET représente les Epithelium-Derived Hyperpolarizing Factors (EpDHFs). 




1.1 Contraction I relaxation des muscles lisses des voies respiratoires 
Les muscles lisses des voies respiratoires (ML VR) des mammifères ont pour 
fonction principale de contrôler le diamètre des voies aériennes, et ainsi, de contrôler la 
résistance au flux d'air entre l'atmosphère et les alvéoles. Le tonus des muscles lisses 
respiratoires est modulé par une grande variété de signaux, tels que l'acétylcholine (ACh), 
l'histamine, l'oxyde nitrique, et des neuropeptides (Bames, 1988 ; Leff, 1988 ; 
Douglas, 1990). Le couplage excitation-contraction au niveau de ces muscles consiste en 
un couplage électromécanique, via le potentiel de membrane des cellules musculaires, et en 
un couplage pharmacomécanique, via certains seconds messagers ainsi que selon la 
concentration de calcium (Ca2} libre myoplasmique (Somlyo et Sornlyo, 1968; Carl et al., 
1996). La régulation muscarinique, via l'innervation parasympathique, est le principal 
déterminant inotrope positif du tonus des muscles lisses des voies aériennes. La liaison de 
I' Ach, un agoniste muscarinique, sur un récepteur (M2 ou M3 au niveau des ML VR), 
résulte en une dépolarisation des cellules musculaires et en une augmentation transitoire et 
soutenue du Ca2• myoplasmique. 
Le Ca2• joue un rôle central au niveau des muscles lisses respiratoires. L'activation 
de la phospholipase C-13 (PLC-13) via une protéine G de la famille Gq qui est liée au 
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Figure 1.1 Mécanisme de la production de l'inositol 1,4,5-triphosphate et du 
diacylglycérol à partir du phosphatidylinositol. (D'après Voet et Voet, 1990) 
3 
du diacylglycérol (DAG) à partir du phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIPl) de la 
membrane sarcolemmale (Grandordy et al., 1986; Robertson et al., 1988; Meurs et al., 
1989). La figure 1.1 décrit le mécanisme biochimique amenant à la production de l'IP3 et 
du DAG. L'IP3 ira activer des canaux calciques du réticulum endoplasmique (RE), 
sensibles à l'IP3 (Fig. 1.2), qui aura pour conséquence d'élever transitoirement la 
concentration de Cal• du myoplasme (Hashimoto et al., 1985). Le DAG ira activer une 
protéine kinase C (PKC), qui elle, catalysera la phosphorylation et ainsi l'inhibition de 
certaines phosphatases. L'inhibition de phosphatases responsables de la déphosphorylation 
des chaînes de myosine, favorisera la contraction du muscle lisse. De plus, l'augmentation 
de la concentration du Ca2• myoplasmique par l'activation des canaux Ca2• du RE activera 
des canaux cr calcium-dépendant (Wang et al., 1997). Lors de la liaison de l'ACh à un 
récepteur muscarinique de type Mi, des protéines G des familles G. et Go, des protéines 
sensibles à la toxine de pertussis (PTX), activeront des canaux cationiques non-sélectifs, 
possiblement calcium-dépendant (Wang et al., 1997). L'activation des canaux cationiques 
non-sélectifs et des canaux cr causeront une dépolarisation (15-20 mV) de la membrane 
de surface (Kirkpatrick, 1975 ; Cobum, 1977). Des canaux calciques voltage-dépendant 
(VOC), sensibles aux dihydropyridines et activés par la dépolarisation, laisseront entrer le 
Cal• extracellulaire dans le myoplasme (Kotlikoff, 1988 ; Worley et Kotlikoff, 1990; 
Tomasic et al., 1992); d'autres types de canaux calciques de la membrane de surface, les 
canaux appelés receptor-operated channels (ROC), insensibles à la dihydropyridine, seront 
aussi activés lors de la stimulation cholinergique et seront responsables de l'augmentation 
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Figure 1.2. Représentation shématique du récepteur de l'IP3 au niveau de la membrane du 
réticulum endoplasmique. (D'après Mauger, 1994) 
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Figure 1.3. Élévation du Ca2+ du myoplasme par la stimulation muscarinique. 
(D'après Ehlert et al., 1997) 
s 
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1994). Les diffürentes cascades amenant à l'augmentation de la concentration de Ca2• 
dans le myoplac:me sont présentées à la figure 1.3. La concentration de Ca2• libre 
myoplasmique passera de l OO nM environ, au repos, à une concentration près de l µM 
suite à la stimulation cholinergique; la concentration de Ca2• est soutenue à une 
concentration de 150-200 nM pendant la contraction (Murray et Kotlikoff, 1991 ). Il a été 
démontré que l'augmentation rapide du Ca2·, la première phase, serait due à l'activation 
des canaux calciques du RE, activés par !P3, et que par la suite, une concentration de 150-
200 µM serait maintenue par l'entrée du Ca2• extracellulaire (Kajita et Yamaguchi, 1993). 
L'augmentation de la concentration de Ca2• dans le myoplasme est la première étape qui 
déclenche la cascade biochimique amenant à la contraction du muscle lisse. 
Dans le myoplasme, le Ca 2• libre se lie à une protéine, la calmoduline (CaM), avec 
une stoectùométrie de quatre ions Ca2• pour une molécule de CaM. Le complexe Ca2• -
calmoduline ira se lier à une protéine kinase des chaines légères de myosines (MLCK). La 
liaison du complexe Ca2• -calmoduline activera la MLCK, qui ira phosphoryler, en présence 
d'ATP, les chaînes légères de myosine de poids moléculaire de 20-kDa (Dabrowska et al., 
1977 ; Dabrowska et al., 1978). La phosphorylation des chaînes de myosine de 20-kDa 
pennettra la liaison des chaînes lourdes de myosine avec les filaments d'actine, et le 
complexe actomyosine-A TPase sera activé. Ce complexe enzymatique est responsable de 
l'hydrolyse de l' ATP, fournissant l'énergie nécessaire aux changements de conformation 
des têtes de myosine. Ces réactions amèneront le déplacement de la myosine sur le 
filament d'actine, et la contraction du muscle lisse. La liaison myosine-actine sera 
7 
favorisée par l'activation d'une protéine kinase de type II Ca2+-calmoduline-dépendante 
(CaM kinase II), un enzyme responsable de la phosphorylation de protéines liées aux 
filaments d'actine (Pohl et al., 1991). Les protéines liées à l'actine sont la tropomyosine, 
la caldesmone et la calponine. Ces dernières sont responsables de l'inhibition de 
l' actomyosine ATPase. La phosphorylation de la caldesmone et de la calponine par la 
CaM kinase II déplacera les protéines régulatrices de leur site de liaison et favorisera les 
interactions de la myosine avec les filaments d'actine. Le mécanisme de la contraction des 
muscles lisses est présenté sur les schémas des figures 1.4 et 1.5. De plus, l'inhibition des 
phosphatases des chaînes légères de myosine (MLCP), responsables de la 
déphosphorylation des chaînes légères de myosine, favorisera la contraction du muscle. 
L'équilibre entre les activités MLCK I MI.CP est un déterminant du tonus musculaire, et 
c'est l'augmentation ou la diminution du Ca2• intracellulaire qui sera responsable d'un 
déséquilibre de ce rapport kinases I phosphatases, amenant la contraction ou la relaxation 
du muscle lisse. Certaines protéines kinases, telle que la protéine kinase AMPc-dépendante 
(PKA), seront responsables de la phosphorylation des MLCK, causant leur inhibition (Stull 
et al., 1990). La baisse de l'activité des MLCK causera un déséquilibre phosphorylation I 
déphosphorylation des chaînes légères de myosine en faveur de la déphosphorylation, et le 
muscle tendra à se relaxer. 
En plus de ces cascades enzymatiques amenant à la contraction du muscle lisse, une 
dépolarisation soutenue des cellules musculaires est présente pour favoriser la contraction. 
D'autres facteurs auront donc pour fonction d'inhiber certains canaux ioniques, tels que 
les canaux potassiques, pour empêcher un courant sortant, qui sera responsable de 
8 
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Figure 1.4. Représentation shématique de la régulation des éléments contractiles des 
mùscles lisses des voies respiratoires. (D'après Gerthoffer, 1991) 
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Figure 1.5 Le mécanisme de la génération de force du muscle par la liaison de la myosine 
sur les filaments d'actine et l'hydrolyse del' ATP (D'après Voet et Voet 1990) 
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la repolarisation des cellules. Les canaux potassiques de grandes conductances, sensibles 
au Ca2• myoplasmique et au potentiel de membrane, nommés les canaux de type Kea , sont 
les principaux canaux inhibés pendant la contraction des muscles lisses respiratoires (Kume 
et Kotlikoff, 1991 ; Kotlikoff et al., 1992). Les canaux Kea sont présents en quantité très 
élevée au niveau des ML VR et seraient responsables du maintien du tonus de base de ces 
muscles, ou du retour au repos suite à une contraction (McCann et Welsh, 1986). 
L'inhibition de ces canaux serait due principalement à l'inhibition de l'adénylate cyclase 
(AC) par la protéine Gi, une protéine G liée au récepteur muscarinique M2. La baisse de 
concentration de I' AMPc due à l'inhibition de I' AC et à la présence de phosphodiestérases 
(PDE), responsables de la dégradation de I' AMPc, causera la désactivation des PKA. Les 
PKA sont responsables de la phosphorylation de plusieurs protéines dont les MLCK et les 
canaux potassiques de type Kea, qui sont activés par une phosphorylation (Kume et al., 
1989). L'inhibition de la phosphorylation des canaux Kea, ainsi que leur déphosphorylation 
par des phosphatases, empêcheront leur activation (Kume et Kotlikoff, 1991 ). 
La noradrénaline du système nerveux symphatique et l'adrénaline de la 
médullosurrénale sont responsables de la relaxation des ML VR. La relaxation est causée 
par la liaison d'agonistes sur les récepteurs Jh-adrénergiques (Kotlikoff et al., 1996). 
Cette liaison activera une protéine G de la famille G., responsable de l'activation de l'AC 
(Kahl et Gilman, 1984 ). L'augmentation de la concentration d' AMPc activera la PKA et la 
PKG (Torphy et al., 1982). La PKA inhibe les MLCK et active les canaux Kea, et module 
l'activité d'autres types de protéines telles que la Na+/K+ ATPase (Knox et Brown, 1991 ; 
11 
Knox et Tattersfield, 1995). L'activation de la Na• /K+ A TPase causera la sortie de Ca2 .. 
par l'échangeur Na·1ca2•. Ces modulations favoriseront la repo!arisation des cellules 
dépolarisées lors de la contraction, et conséquemment, les canaux calciques voltage-
dépendants seront inhibés, amenant ainsi la baisse de Ca2 .. myoplasmique. La PKG, en plus 
de phosphoryler les canaux potassiques de type Kc. (Alioua et al. 1995), activerait les 
pompes de type Mg2• -Ca2• -A TPase du RS, ce qui contribuerait à diminuer la concentration 
du Ca2• myoplasmique libre (Vrolix et al., 1988). La baisse de concentration de Ca2• 
provoquera une désactivation de la rvfLCK qui est activée par le complexe Ca2• -
calmoduline. L'arrêt de la phosphorylation des chaînes légères de myosines par la MLCK, 
et la déphosphorylation par les rvfLCP, auront pour effet le découplage de la myosine avec 
l'actine, et ainsi l'arrêt de la contraction. Parallèlement à l'activation del' AC, la sous-unité 
a des protéines G. ira affecter directement la conductance potassique médiée par les 
canaux potassiques de type Kea, amenant la relaxation des muscles lisses (Kume et al. 
1994). La relaxation sera ainsi accompagnée d'une repolarisation et d'une 
hyperpolarisation des cellules musculaires. 
1.2 Les canaux potassiques de type Kc. 
Les canaux potassiques de type Kc.. sont des hétéromultimères composés de quatre 
sous-unités a et quatre sous-unités P (Kaczorowski et al., 1996 ). Les deux types de sous-
unités ont été purifiées et clônées chez les mammifères (Butler et al., 1993 ; Garcia-Calvo 
et al., 1994; Knaus et al., 1994). La figure 1.6 schématise les deux sous-unités du canal 





Figure 1.6. A Représentation des sous-unités a. et 13 du canal K+ de type Kea. (D'après 
Kaczorowski et al., 1996). B Représentation de la sous-urùté a., selon Meera et.al., 1997. 
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terminal, six (ou sept) segments transmembranaires (S 1-S6 ou SO-S6), selon les auteurs. 
Ces segments incluent le senseur de voltage sur le segment transmembranaire S4, un 
segment qui possède plusieur charges positives, ainsi que le pore du canal (P-loop) présent 
entre les segments SS et S6. De plus, quatre segments transmembranaires supplémentaires 
sont présents en C-terminal (S7-S 10), dont les segments S9 et S 10 qui pourraient posséder 
des sites de liaison au Ca2• (Wei et al., 1994). L'étude de la séquence d'acides aminés des 
sous-unités a. a indiqué la présence d'un site de reconnaissance de la PKA et plusieurs sites 
de phosphorylation par la PKC (Kaczorowski et al., 1996). L'expression des sous-unités a. 
seulement, dans des oocytes, peut former des canaux ayant des propriétés des canaux de 
type Kea. Un canal formé seulement de sous-unités a. possède une conductance semblable 
au canal natif, c'est-à-dire, 200-300 pS en condition symétrique (140/140 mM KCl) et 
100-150 pS dans les conditions physiologiques, et possède une sélectivité ionique 
semblable (plus sélectif aux ions K .. que Na·). Par contre, la présence des sous-unités f3 à 
des effets marqués au niveau des propriétés pharmacologiques du canal (McManus et al., 
1995). Les sous-unités f3 sont des glycoprotéines de 31-kDa qui présentent deux segments 
transmembranaires et qui sont associées de façon non-covalente aux sous-unités a. dans 
une stoechiométrie 1: l (Knaus et al., 1994). Des canaux exprimés dans des oocytes, par 
l' ADNc du canal ~ qui code pour les deux sous-unités, ont montré une plus grande 
sensibilité au voltage et à la concentration de Ca2• libre myoplasmique que lorsque la sous-
unité a. est exprimée seule. Donc, les deux sous-unités contribuent aux propriétés 
fonctionnelles des canaux ~. et les deux sous-unités sont requises pour reconstituer les 
propriétés des canaux observés dans les cellules musculaires. Les gènes dSlo (Elkins et al., 
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1986), mSlo (Butler et al., 1993) et hSlo (Dworetsky et al., 1994), codant pour les 
protéines du canal Kea, ont été clônés chez la Drosophile, la souris, et l'humain, 
respectivement. Ces gènes ont été exprimés et reconstitués dans les ovocytes de grenouille 
pour en étudier les propriétés biophysiques et pharmacologiques et pour comparer la 
régulation des différentes isoformes de ces canaux. 
La régulation des canaux Kc, par le voltage est étroitement liée à la régulation par 
le Ca2+ (Carl et al., 1996). Il n'est pas encore clair si la liaison des ions Ca2+ module le 
senseur de voltage, ou si la dépendance au voltage des canaux est due à la dépendance au 
voltage de la liaison des ions Ca2•• Il est connu qu'une dépolarisation de la membrane 
active les canaux Kc, et que cette activation est médiée par le segment S4 de la sous-unité 
a. Par contre, il a été rapporté que des sites de liaison au Ca2 .. pourraient être présents au 
niveau des segments C-terminal, soit S 7-S 10. À l'aide de canaux reconstitués dans les 
oocytes à partir des gènes dSlo et mSlo, et par mutagénèse, des auteurs ont remarqué que 
la dernière partie du canal, S9-S l 0, était essentielle à son activation, indépendamment du 
voltage (Wei et al. 1994). Généralement, dans la littérature, les effets du Ca2+ sont décrits 
par le déplacement de la courbe Po / voltage, c'est-à-dire, la courbe qui relie la probabilité 
d'ouverture des canaux au voltage (Savaria et al., 1992; Wei et al., 1994). Les canaux 
Kc. ont une activation maximale à des concentrations de Ca2.. libre cytoplasmique 
supérieures à l µM (Carl et al., 1996). 
1.3 L'importance physiologique des canaux Kc. des muscles lisses des voies 
respiratoires 
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Afin d'étudier le rôle des canaux Kea au niveau des MLVR, plusieurs auteurs ont 
utilisé des bloqueurs de ces canaux, tels que la charybdotoxine (ChTX), l'ibériotoxine 
{lbTX) et le tetraéthylamrnonium (TEA) (Savaria et al., 1992; Jones et al., 1993 ; 
Hiramatsu et al., 1994; Kume et al., 1995). D'après les études au niveau des MLVR 
utilisant ces bloqueurs, il a été observé que l'activation des canaux Kea était importante 
dans le contrôle de la relaxation des muscles lisses induite par la stimulation P2-
adénergique. Ainsi, lors d'une contraction soutenue, les canaux Kea doivent être inhibés. 
La stimulation muscarinique qui cause la contraction des ML VR, inhibe la conductance 
potassique médiée par ces canaux. Lors d'une contraction, il y a une augmentation 
transitoire de la concentration de Ca2• libre sous la membrane de surface qui approche 1 
µM; de plus, il y a une dépolarisation de la cellule musculaire d'environ 15-20 mV 
(Kotlikoff et al., 1992). Ces conditions sont favorables à une légère activation des canaux 
potassiques de type Kea qui sont activés par le Ca2• intracellulaire et par une 
dépolarisation. Donc, considérant que les canaux Kea sont de grande conductance et qu'ils 
sont présents en nombre important au niveau des membranes de surface des cellules des 
ML VR, l'activation de ces canaux devrait produire la repolarisation des cellules 
dépolarisées, immédiatement après la stimulation cholinergique. La repolarisation amènera 
une baisse de la concentration du Ca2• libre cytoplasmique, due à l'inhibition des canaux 
VOC, et ainsi la relaxation du muscle. Par contre. une contraction soutenue est observé in 
vitro suite à l'addition d'agonistes muscariniques et donc certains auteurs se sont 
interrogés sur les mécanismes menant à l'inhibition des canaux Kea (Kotlikoff et al., 1992). 
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Il est maintenant connu que les canaux Kea sont activés par une phosphorylation, 
médiée par les PKA et les PKG (Kume et al., 1989; Alioua et al., 1995), et que la 
déphosphorylation tend à limiter leur activation. L'inhibition des canaux Kea se ferait par 
l'intermédiaire d'une protéine G de la famille Gi, sensible à la toxine de pertussis (PTX) et 
activée par une stimulation muscarinique (Kume et al., 1991). Lors de l'incubation de 
cellules musculaires avec la PTX, une perte de l'inhibition des canaux Kea unitaires médiée 
par l'addition d'agonistes muscari niques à été observée. Ceci démontre la contribution des 
protéines G. pour l'inhibition des canaux Kea. Cette inhibition sera très importante pour le 
maintien de la dépolarisation initiale suite à la stimulation cholinergique, et donc pour une 
concentration élevée et soutenue du C~2• libre intracellulaire, et la contraction soutenue du 
muscle lisse (Kotlikoff et al., 1992). 
1.4 Modulation des muscles lisses des voies respiratoires par l'épithélium 
L'épithélium qui recouvre les muscles lisses des voies aériennes est important pour 
leur modulation. Plusieurs auteurs ont observé, in vitro, que si l'épithelium est enlevé des 
bronches et des trachées, les cellules musculaires sont dépolarisées d'environ l 0-15 m V 
(Xie et al., 1992 ; Matsumoto et al., 1994 ; Salvail et al., 1997). Plusieurs facteurs 
relâchés par les cellules épithéliales iront moduler l'activité du muscle lisse, tels que les 
leucotriènes {LTs), les prostaglandines (PGs), les thromboxanes {Txs), l'oxyde nitrique 
(NO), et certains autres facteurs moins connus et nommés les 'Epithelium-Derived 
Factors'. Pour ces derniers facteurs on retrouve 'l'Epithelium-Derived Relaxing Factor' 
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(EpDRF}, 'l'Epithelium-Derived Contracting Factor' (EpDCF) et 'l'Epithelium-Derived 
Hyperpolarizing Factor' (EpDHF). 
Le NO est connu au niveau vasculaire comme étant l'endothelium-derived relaxing 
factor (EDRF) (Ignarro et al., 1987 ; Palmer et al., 1987), et joue le même rôle au niveau 
des voies respiratoires. Son action se fait par l'activation des guanylate cyclases qui 
synthétisent le GMPc (Belvisi et al., 1995). L'augmentation de la concentration de GMPc 
myoplasmique amène l'activation des PKG et donc, la phosphorylation de certaines 
protéines, dont les canaux Kea (Hamaguchi et al., 1992). Il a été montré que le NO 
pouvait aussi avoir une action directe sur les canaux Kea au niveau vasculaire (Bolotina et 
al., 1994) et au niveau des MLVR (Alioua et al., 1997). L'effet du NO montre encore 
l'importance des canaux Kea dans la réactivité des ML VR. Les facteurs EpDCF et EpDHF 
n'ont pas encore été identifiés. 
Les différents leucotriènes, L TC4, L TD4, et L TE4, produits par la lipoxygénase à 
partir de l'acide arachidonique (AA) au niveau des voies respiratoires, sont des 
bronchoconstricteurs et ont un rôle significatif dans la pathophysiologie de l'asthme 
(Drazen et al., 1980; Ellis et Undem, 1991). Les prostaglandines PGD2 et PGF2a, et le 
thromboxane TxA2 sont aussi des bronchoconstricteurs, alors que les PGE2 et les PGI2 
sont des bronchorelaxants (Hanley, 1986). Les PGs et les Txs sont produits par la 
cyclooxygénase à partir de I' AA. L'oxyde nitrique (NO) synthétisé par la NO synthase 
(NOS) des cellules épithéliales est un important bronchorelaxant (Belvisi et al., 1992; 
Belvisi et al., 1995; Ward et al., 1995). 
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Au niveau des muscles lisses vasculaires (ML V), un dérivé de l'acide 
arachidonique, l'acide époxyeisatrienoïque (EET), induit la relaxat!on de plusieurs artères 
(Proctor et al., 1987 ; Kat oh et al., 1991 ; Gebremedhin et al., 1992 ; Hecker et al., 1994 ; 
Fang et al., 1996 ; Pratt et al., 1996). Ce dérivé de I' AA est produit par une réaction de 
monooxygénation (époxygénation) par les cytochromes P4SO (CYT P450) des cellules 
endothéliales (Fitzpatrick et Murphy, 1988 ; Capdevila et al., 1992 ; Oliw, 1994 ; 
Rosolowsky et Campbell, 1996). L'EET induit une relaxation des muscles lisses de 
plusieurs artères, par une hyperpolarisation des cellules musculaires ; l'hyperpolarisation 
se ferait par l'activation des canaux Kea (Gebremedhin et al., 1992; Hu et Kim, 1993; 
Campbell et al. 1996). La figure I ."7 montre les voies métaboliques des EETs parmi 
quelques voies de régulation des ML V par l'endothélium. Des études au niveau des 
canaux Kc.i unitaires de cellules des ML V ont montré que l'activation se ferait plutôt par 
l'activation d'une protéine G de la famille G, (Li et Campbell, 1997). Le mécanisme 
d'activation de la protéine G. par l'EET est encore inconnu. Les auteurs ont proposé 
l'activation d'un récepteur couplé à la protéine G, ou une liaison directe du 11, 12-EET sur 
la protéine G en milieu intracellulaire. Plusieurs auteurs ont proposé que l'EET pourrait 
représenter l'endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF), un facteur dont la 
présence a été observée in vitro (Garland et al., 1995; Cohen et Vanhoutte, 1995; 
Campbell et al. 1996). Ce qui relie l'EET à l'EDHF est que ce dernier agit sur les canaux 
Kc.i pour induire une hyperpolarisation des cellules des ML V. On pourrait donc penser que 
l'EET puisse avoir le rôle de EpDHF au niveau des ML VR, un facteur postulé 
antérieurement (Matsumoto et. al., 1994). 
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1.5 L'acide époxyeicosatrienoïque 
L'acide époxyeicosatrienoïque (EET} est une molécule dérivée de l'acide 
arachidonique (AA). Sa synthèse, comme mentionné plus haut, se fait par une réaction de 
monooxygénation ( époxydation) catalysée par la CYT P450 époxygénase. Cette réaction 
CYT P450-dépendante requiert de l'oxygène moléculaire et le NADPH dans une 
stoechiométrie 1: 1 (Capdevila el al., 1992). La voie métabolique du CYT P450 est 
considérée comme la troisième voie du métabolisme de I' AA; la lipoxygénation et la 
cyclooxygénation sont les deux autres voies métaboliques (Fig. 1.8). On retrouve les CYT 
P450 au niveau des reins (Katoh et al." 1991; Karara el al., 1993), du foie (Karara el al., 
1989), des poumons (Zeldin el al., 1995), et au niveau des cellules endothéliales des 
vaisseaux sanguins (Pinto el al., 1987). Au niveau du tissu pulmonaire, les CYT P450 sont 
présents dans les cellules Clara et les pneumocytes de type II (Serabjit-Singh el al., 1988). 
Les différents types de CYT P450 dans ces cellules sont les CYP2B4, CYP4B 1 et 
CYP2B4 (Zeldin el al., 1995). Le CYP2B4 est celui qui possède la plus grande activité 
époxygénase au niveau des cellules pulmonaires. Les autres produits synthétisés par les 
CYT P450 à partir de l' AA sont les acides hydroxyeicosatetraenoïques (HETEs) et les 
alcools C-19 et C-20 ( 19-0H-AA et 20-0H-AA). 
L'époxydation de l' AA peut donner quatre régioisomères, soit le 5,6-, le 8,9-, le 
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Figure 1.8. Shéma présentant les différentes voies métaboliques de l'acide arachidonique. 


















Figure 1.9. L'époxidation de l'acide arachidonique et les différents isomères produits. 







régiospécificité des différents types de CYT P450 est encore mal comprise. On sait 
cependant que certains types de CYT P450 vont produire spécifiquement un certain 
isomère en plus grande quantité par rapport aux autres isomères. Ces époxydes ont 
diverses fonctions, dont la stimulation de la relâche de l'insuline et du glucagon au niveau 
du pancréas (Falck et al., 1983), l'inhibition de l'activité cyclooxygénase (Fitzpatrick et al., 
1986), la vasoconstriction des artères rénales (Katoh et al., 1991 ), et la vasodilatation des 
artères mésentériques (Proctor et al., 1987), cérébrales (Gedremedhin et al., 1992), et 
coronaires (Pratt et al., 1996). Au niveau des voies respiratoires, les différents isomères 
induisent, in vitro, différents taux de relaxation des muscles lisses des bronches contractés 
avec l'histamine (Zeldin et al, 1995). Alors que IOµM de 5,6-EET induit 37% de 
relaxation des bronches contractées, le 8,9-EET induit une relaxation de 25%, le 11, 12-
EET n'induit qu'une très faible relaxation de 7%, et le 14, 15-EET n'a aucun effet. Ces 
molécules sont beaucoup moins efficaces que le PGE2, qui induit, dans les mêmes 
concentrations, une relaxation de 75%. Les EETs produits dans les différentes cellules 
sont ensuite rapidement hydrolysées par des époxydes hydrolases pour former les acides 
dihydroxyeicosatrienoïques (DHETs) (Zeldin et al., 1993), ou se lient a des phospholipides 
membranaires (Bemstrom et al., 1992). 
1.6 Contexte du projet 
Comme mentionné précédemment, les différents régioisomères de l'acide 
époxyeicosatrienoïque ont des effets au niveau des muscles lisses des voies respiratoires 
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(saufle 14, 15-EET). Comparativement à la relaxation induite par les EETs au niveau des 
muscles lisses vasculaires, le mécanisme de la relaxation qui est induit par ces molécules 
sur les ML VR n'a pas été étudié, ou du moins, n'a pas encore été rapporté dans la 
littérature. Au niveau vasculaire, cette relaxation se ferait par l'induction d'une 
repolarisation et d'une légère hyperpolarisation des cellules des muscles lisses. Ceci se 
ferait par l'activation des canaux potassiques de type Kea , par un mécanisme encore mal 
compris. Donc, si ceci est vrai, il peut être supposé que c'est également ce qui se passe au 
niveau du contrôle des ML VR. Nous avons donc émis l'hypothèse que les isomères de 
l'EET peuvent activer les canaux potassiques de type Kea présents dans la membrane 
plasmique des cellules des muscles de trachées ou de bronches. De plus, nous avons 
proposé que cette activation pourrait induire la relaxation des muscles lisses bronchiques, 
contractés par une stimulation cholinergique. 
1.7 Objectifs du projet 
Ce travail présente des résultats obtenus suite à la reconstitution de canaux 
potassiques de type Kea en bicouches lipidiques planes (BLP). Les canaux sont présents 
dans les vésicules dérivées des membranes de st:rfaces de cellule des muscles lisses de 
trachées de bœufs. Il ont été caractérisés à l'aide de différents tests biophysiques et 
pharmacologiques, et les résultats ont été comparés avec ce qui était déjà connu dans la 
littérature sur les canaux Kea de différents types de muscles lisses, des muscles 
squelettiques, et des neurones. 
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L'objectif principal de ce projet est de démontrer que les canaux potassiques de 
type Kea des tviL VR sont activés par l'acide époxyeicosatrienoïque. À partir des résultats 
obtenus, le mécanisme d'action de la molécule a été étudié. La spécificité du groupement 
époxy des molécules d'EETs a aussi été étudiée en comparant les effets de l'EET avec 
d'autres lipides, dont l'acide arachidonique, son précurseur, et le platelet-activating factor 
(PAF). Comme les résultats au niveau vasculaire indiquent que les quatre isomères ont des 
effets semblables sur l'activité des canaux Kea, les effets d'un seul isomère, soit le 11, 12-
EET, ont été étudiés. Cet isomère est cependant celui qui présente les effets 
bronchorelaxants significatifs les plus faibles, comme présenté antérieurement. De plus, 
l'implication d'une protéine G dans l'activation des canaux Kea par le 11, 12-EET a été 
étudiée. Les effets du 11, 12-EET sur la tension des tviL VR ont aussi été étudiés. Des 
expériences complémentaires réalisées dans le laboratoire ont récemment démontré les 
effets du 5,6-EET sur la tension des ML VR (Salvail et al. 1997). 
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2. MATÉRIEL ET MÉTHODES 
2.1 Préparation du matériel biologique pour les études de reconstitution 
membranaire 
Les trachées fraîches de bœufs obtenues d'un abattoir local (Viandes Giroux, 
Bromptonville, Québec, Canada) étaient rapidement transportées au laboratoire dans une 
solution de McEven froide et oxygénée. La solution McEven a la composition suivante 
(en mM): 130 NaCl, 5.4 KCI, 2.2 CaCh, 1 MgCh et 10 HEPES, et le pH est ajusté à 7.4 
avec le NaOH. On procède ensuite à la dissection du feuillet musculaire lisse dans la 
chambre froide (4°C) pour réduire la protéolyse (Kwan etal., 1983). Une fois les trachées 
fixées, on enlève le tissu épithélial selon la méthode du laboratoire (Savaria et al., 1992), 
en gardant toujours le tissu musculaire humide avec la solution de McEven. Le muscle 
lisse est ensuite disséqué du cartilage de la trachée et coupé en fins morceaux qui sont 
déposés dans une solution d'homogénéisation dont la composition est la suivante (en 
mM) : 300 sucrase, 20 K-PIPES, 4 K-EGT A, 2 DL-Dithiothreitol (OTT) et le pH est 
ajusté à 7.0 avec le KOH. Les inhibiteurs de protéases suivant ont aussi été ajoutés à la 
solution : 50mM Pefabloc (4-(2-Aminoethyl) benzene sulfonyl fluoride], 1.0 µM 
Pepstatine, 1.0 µM Leupeptine, 0.24 TUI / 100 ml Aprotinine. Le tissu est homogénéisé à 
l'aide d'un polytron (T25, Ultra-Turrax) deux fois à 8000 rpm, pendant 30 secondes 
chacune, et deux fois à 13500 rpm pendant 30 secondes chacune. Le polytron est nettoyé 
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entre chacune des homogénéisations avec la solution d'homogénéisation afin d'assurer son 
bon fonctionnement et pour récupérer la plus grande quantité de tissu possible. 
L'homogénat est ensuite centrifugé à 8500 rpm à 4°C pendant 20 minutes dans un rotor de 
type Ti-35 Beckman. Le surnageant est recueilli et filtré sur deux couches de mousseline 
avant d'être centrifugé à 33000 rpm à 4°C pendant 1 heure dans un rotor de type Ti-42.1 
Beckman. Le culot est resuspendu dans une solution de cryopréservation de composition 
suivante (en mM): 300 sucrase, 5 K-PIPES, et le pH est ajusté à 7.0 avec le KOH. La 
figure 2.1 résume les différentes étapes de la préparation des microvésicules. La fraction 
microsomale brute obtenue est aliquotée dans des microtubes (approximativement 100 µ1 / 
tube) et rapidement congelée dans l'azote liquide et placée à -85°C pour utilisation 
ultérieure. Une petite quantité de la solution microsomale brute est conservée pour fin de 
dosage protéique à l'aide de la méthode Folin-Ciocalteu (Lowry et al., 1951 ). 
2.2 Technique de reconstitution membranaire 
La technique de reconstitution de microvésicules dans des bicouches lipidiques 
planes a été proposée par Miller et Racker (1976) pour l'étude des canaux ioniques. Le 
montage expérimental est composé d'un bain qui est divisé en deux chambres nommées cis 
et trans, où la chambre cis est celle à laquelle sont ajoutées les microvésicules. Le septum 
central qui divise les deux chambres est perforé d'un minuscule orifice de 200µm de 
diamètre. Avant l'expérimentation, cet orifice est prétraité avec une solution lipidique de 
composition phosphatidyléthanolamine (PE), phosphatidylsérine (PS), et 
phosphatidylcholine (PC) dans un rappon 3 :2 : 1, dont le solvant de dissolution est le 
TRACHÉES 




CENTRIFUGATION: 8500 rpm/20 min. 
SURNAGEANT 
1 CENTRIFUGATION: 33000 rpm/60 min. 
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Figure 2.1. Shéma qui résume les différentes étapes de la préparation de la fraction 
rnicrosomale brute pour les expériences de reconstitutions membranaires. 
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chloroforme. Les chambres contiennent une solution de composition suivante: 50 mM 
KCI, 20 mM K-HEPES, et IOµM Ca2• libre (109 µM CaCb + 100 µM K-EGTA), et le pH 
est à 7.4, à la température de la pièce (22 ± 2°C). La membrane est peinte avec un 
bâtonnet de teflon, dans cette solution, avec l'application d'une goutte de solution lipidique 
de même composition que la solution de prétraitement mais dont les lipides sont dissous 
dans le décane. Les BLP utilisées ont une capacité comprise entre 200 et 400 pF, capacité 
qui est mesurée par l'application d'une onde carrée de 0.2 mV à 25 ms d'intervalle. 
Lorsqu'une membrane a une capacité satisfaisante, on injecte des quantité d'environ 7 µI 
de la préparation microsomale brute, dont la concentration se situe entre l 0 et 15 µg / µI, 
dans la chambre cis. Pour faciliter la fusion des microvésicules, un gradient de 
concentration de KCI est établi entre les chambres cis / trans (250150 mM KCI). La fusion 
se produit de façon aléatoire lorsqu'une microvésicule fusionne avec la membrane 
artificielle. Selon les besoins, on peut, suite à une fusion, éliminer le gradient de 
concentration en augmentant la concentration KCI de la chambre trans à 250 mM, et ceci 
peut réduire la probabilité d'autres fusions. Il est possible de mesurer les courants produits 
par les canaux qui ont été reconstitués avec la microvésicule à l'aide de deux électrodes de 
basse résistance (50 il). L'électrode de la chambre cis est reliée à un préamplificateur de 
type DAGAN (modèle 8900, Dagan Corp., Minneapolis, MN, USA), alors que l'électrode 
de la chambre trans est reliée à la terre virtuelle (figure 2.2). Les signaux sont filtrés à 10 
kHz et sont parallèlement visualisés sur un oscilloscope, et sur un ordinateur, et enregistrés 
sur un magnétoscope (DASNCR 900 Toshiba, Unitrade). Dans le but d'analyser les 
Préamplificateur "rejoué" 
r· - -- ... --------, Magnétocassette . . . t . 
V 
~ 10 
DAGAN 8900 . \.. _____________ . 













Figure 2.2. Shéma du montage expérimental utilisé pour les reconstitutions membranaire. 
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signaux enregistrés, ces derniers sont rejoués, filtrés à l kHz par un filtre passe-bas (8-pole 
Bessel, LPF-100, Wamer Instrument Corporation, Handen, CT, USA), et imprimés par un 
enregistreur sur papier (DASH II MC), ou sont digitalisés à l'aide d'une interface analogue 
/ digitale (ND) (TL l-M, Axon Instruments Inc., Foster City, CA, USA) à une fréquence 
d'échantillonage de 5 kHz, correspondant à 5 fois la fréquence de coupure du filtre. Les 
signaux digitalisés sont copiés sur un disque rigide de l'ordinateur PC (HP Vectra, QS 16-
386) à l'aide du logiciel Axotape (Axone-Instrument Inc., Foster City, USA). 
2.2.1 Analyse des courants 
Les signaux digitalisés et copiés en filières de 2 minutes sont analysés à l'aide 
programme informatique (SCA) développé par le Dr. Mark T. Nelson (U. of Vermont, 
VT, USA). Ce programme permet d'évaluer la probabilité d'ouverture (Po) des canaux à 
l'aide d'histogrammes d'amplitude, ainsi que les temps d'ouvertures (to) et de fermetures 
(tr) à partir d'histogrammes de distribution. La Po d'un canal est déterminée par la somme 
des périodes de temps de l'état ouvert du canal par rapport à la somme totale des périodes 
d'ouvertures et de fermetures, dont l'équation est la suivante : 
Po-
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où ao et a1 représentent les aires de l'histogramme d'amplitude de courant des états fermés 
et ouverts du canal, respectivement (voir figure 2.3). Les différentes aires de 
l'histogramme sont déterminées par une distribution gaussienne. Lorsque plusieurs canaux 
sont reconstitués par une même microvésicule ou suite à plusieures fusions, le calcul de la 
NPo (où N représente le nombre de canaux) est fait selon l'équation suivante : 
NPo= 
(a1 + 2ai + 3a3 + ... + nao) 
(ao + a1 +ai+ aJ + ... + ao) 
où ao. a,, ai, aJ, ... , et éln représentent l'aire de l'histogramme d'amplitude correspondant à 
l'état fermé (ao) et les aires où un seul (a1), deux (ai), trois (a3), ou n (éln) canaux sont 
ouverts simultanément (Fig 2.3). Puisque le nombre de fusions et le nombre de canaux par 
microvésicules sont aléatoires, il est possible de normaliser la NPo en divisant le résultat 
par le nombre de canaux actifs (N) observés durant l'enregistrement. 
2.2.2 Études pharmacologiques 
Des études pharmacologiques ont été effectuées sur des canaux de type Kc.w qui 
ont été reconstitués. Les canaux ont été caractérisés en fonction du voltage appliqué et en 
fonction de la concentration de calcium libre cytoplasmique ([Cai+]tmu), où le côté 
cytoplasmique est désigné comme étant la chambre trans pour simplifier la description. 
Cependant, en analysant le comportement du canal en fonction du voltage appliqué et en 
fonction de [Cai+]1n111, il a été remarqué que ce n'était vraiment pas se qui se passait dans 
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Figure 2.3 . Histogrammes d'amplitudes obtenus par l'analyse d'un seul canal (A), et de 
deux canaux (B), à-20 mV. À 0 pA, les canaux sont dans leur état fermé. 
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100% des fusions, c'est-à-dire que plusieurs canaux semblaient être inversés. Donc, avant 
d'évalue1 les effets d'un composé pharmacologique, on tient compte de l'orientation des 
canaux présents en évaluant les caractéristiques connues du canal. Le tetraéthylammonium 
(TEA), un bloqueur des canaux K·, et l'ibériotoxine (IbTX), un bloqueur très spécifique 
des canaux Kc.,, ont aussi été utilisés pour caractériser ce type de canal. 
Connaissant les signaux produits par le canal qui nous intéresse (Kea), il est possible 
d'évaluer les effets d'un composé pharmacologique. L'acide époxyeicosatrienoïque-11, 12 
( 11, 12-EET) est une molécule très sensible à l'oxygène et à la lumière, ainsi qu' à la 
chaleur. Alors, les manipulations de la solution 11, 12-EET dans l'éthanol (solvant) sont 
très délicates. La solution est conservée sous argon à -85°C dans un tube qui empêche la 
lumière de pénétrer. Pour l'expérimentation, une seringue Hamilton est utilisée pour 
injecter une concentration déterminée de 11, 12-EET dans une des chambres. L'agitation 
avec des barreaux magnétiques placés dans les chambres est importante pour bien 
homogénéiser la solution ajoutée. Les NPo calculées après l'addition du 11, 12-EET ont 
été divisées par les NPo témoins dans le but d'évaluer le facteur d'activation de la molécule 
sur des canaux de NPo variées. En plus du 11, 12-EET, le solvant de la solution (éthanol) 
a aussi été évalué, ainsi que I 'AA et le PAF, dans le but de confirmer l'effet du 11, 12-EET 
et de savoir si ('époxy, sur la molécule 11, 12-EET, était important pour activer les canaux 
Kea. Et finalement, le GTP et le GTPyS ont été utilisés pour étudier l'implication d'une 
protéine G dans la régulation des canaux Kc3 reconstitués. 
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2.3 Préparation des fragments de bronches de cobayes 
Les cobayes mâles (Hartley, 300-350 g) sont anesthésiés par une injection 
intrapéritonéale d'une dose de pentobarbital de sodium de 50 mg I kg du poids corporel, 
puis sacrifiés par exsanguination. Les poumons, les bronches et la trachée sont prélevées 
immédiatement après la mort de l'animal et mis dans une solution de Krebs oxygénée de 
composition suivante (en mM): 118. l NaCI, 4.7 KCI, 1.2 MgSQ4, 1.2 KH2P04, 25 
NaHC03, 2.5 CaCh, et 11.1 glucose, le pH est à 7.4. Par la suite, les bronches principales 
sont coupées en spirales (Cadieux et al., 1990) et les cellules épithéliales (CE) sont 
enlevées mécaniquement avec un coton-tige dans certaines bronches pour éliminer la 
barrière physique qui sépare le muscle lisse et le composé phannacologique utilisé (11,12-
EET). Pour les études pharmacologiques, les fragments de bronches, avec ou sans 
épithélium, sont placés dans les bains à organe isolé de 5 ml et baignent dans une solution 
de Krebs oxygénée à l'aide d'un mélange gazeux composé de 95% 0 2 - 5% C02 et 
maintenue à 37 °C. Les tissus sont soumis à une tension initiale (1 gramme) par un 
transducteur de force (Grass, modèle FT 03C), qui sera la tension de base, puis stabilisés 
dans la solution Krebs pendant 60 minutes avec des lavages aux 15 minutes (Savaria et al., 
1992), avant l'expérimentation. 
2.4 Mesures de tensions musculaires isométriques 
La tension initiale des muscles lisses et le changement de tension lors de différents 
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tests pharmacologiques sont mesurés par le transducteur de force auquel est relié une des 
extrémités des bronches. Les signaux, transformés en variations de voltage par le 
transducteur, sont amplifiés et enregistrés sur un polygraphe Grass (modèle 70), tel que 
décrit dans la littérature (Cadieux et al., 1990). Les expérimentations ont été divisées en 
deux groupes, soit avec l'utilisation du 11, 12-EET dilué dans l'éthanol (EtOH), et 
l'utilisation de la molécule diluée dans le diméthylsulfoxide (DMSO). Dans un groupe 
d'expérience, celui avec l'éthanol, deux préparations de bronches sont utilisées, soient des 
bronches intactes, avec la couche épithéliale, et des bronches dont nous avons enlevé 
l'épithélium. Le deuxièmes groupe d'expériences (DMSO) est effectué avec des bronches 
sans épithélium seulement. Pour chacune des expériences, les bronches sont 
précontractées avec 0.2 µM carbamylcholine (CCh), et lorsque la contraction a atteint un 
plateau, différentes concentrations de 11, 12-EET sont ajoutées aux bains d'organes. 
Deux lavages successifs sont ensuite effectués à 15 minutes d'intervalle, pour éliminer le 
CCh, et éliminer la contraction, et par la suite, la même concentration de CCh est ajoutée 
pour l'expérience témoin avec l'EtOH ou avec le DMSO. 
Les relaxations induites par les solutions de 11, 12-EET et par les solvants sont 
ensuite calculées en pourcentage (%) de relaxation par rapport à l'amplitude de la 
contraction, par l'équation suivante : 
% relaxation= 
tension en présence de 2µM CCh + 11, 12-EET ou solvant 
tension en présence de 2µM CCh 
X 100 
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2.5 Analyses statistiques 
Les résultats sont exprimés en terme de valeurs moyennes ± écart-type. La 
variance statistique est évaluée à l'aide du test t de Student, pairé ou non-pairé, selon le 
cas, en utilisant le logiciel Sigma-Plot (SPSS lnc., Chicago, IL). La valeur de P<0.05 est 
considérée significative. 
2.6 Réactifs chimiques 
Le Pefabloc a été obtenu chez Boehringer Mannheim (Laval, Qc). Le Na·-K·-
tartrate, et le CuS04 ont été achetés de Fisher Scientific (Nepean, Ont). Le 
phosphatidyléthanolamine, le phosphatidylsérine et le phosphatidylcholine ont été achetés 
chez Avanti Polar Lipid, Alabaster, AL. Le décane, le tetraéthylammonium, le 11, 12-EET, 
l'acide arachidonique, le dérivé du platelet-activating factor, le GTP et le GTPyS, le 
carbamylcholine et le DMSO, la pepstatine, la leupeptine, le OTT, et l'aprotinine ont été 
obtenus de Sigma, Chemical, Co, St-Louis, MO. Le Folin B et le Folin A, une solution de 
Na2C03, NaOH, ont aussi été achetés chez Sigma. L'éthanol a été acheté chez Les 
Alcools de Commerces Inc, Montréal, Qc. L'ibériotoxine a été obtenu de Alomone Lab., 
Jérusalem, Israël. 
3. RÉSULTATS 
3.1 Mesures de courants unitaires médiés par les canaux Kea 
3.1.1 Canaux potassiques et chlores reconstitués 
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La figure 3. 1 représente le type de traces qu'on observe régulièrement en 
reconstitution membranaire avec des microvésicules de cellules de muscles lisses de 
trachées de bœufs. L'enregistrement montre deux types de courants unitaires produits par 
deux canaux différents. Par les caractérisations antérieures, on sait que le canal de grande 
conductance est le canal K. de type Kea, alors que le canal de petite conductance est un 
type de canal cr, insensible au calcium (Salvail et ai., 1996). Cependant, ces deux types 
de canaux ne sont pas toujours reconstitués ensemble, dans une même microvésicule, et les 
canaux de type Kea sont observés plus fréquemment que les canaux cr. 
3.1.2 Caractérisations électrophysiologique et pharmacologique des canaux Kc. 
Le graphique représentant les courbes courant I voltage à la figure 3 .2 montre les 
résultats qui sont observés et évalués dans toutes les expériences effectuées avec les 
canaux Kea. La pente de ces courbes représente la conductance (y) des canaux. La courbe 
qui montre les courants unitaires moyens obtenus en condition asymétrique présente un 
potentiel d'inversion (EK) pour le K. à -40 mV. La courbe qui représente les courants 
obtenus en condition symétrique présente un potentiel d'inversion à 0 mV. Ces potentiels 
d'inversion représentent les voltages auxquels le flux net de K+, entre les deux chambres, 
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B 250/250 KCI translcis, +40 mV, 0.6 µM (Ca2)trans libre 200 ms 
K+> 
Cr>Mlllll..,..,~ c >~~~~~~~~~~~~~~~~~----~~~~~~~'----
Figure 3. l. Enregistrement représentant deux types de canal ionique (Cr et K} en 
condition symétrique (250 I 250 KCl trans I cis), à +40 mV et à deux concentrations de 
ea1• libre intracellulaire. A : courant produit par un petit canal cr très actif et un canal K .. 
de grande conductance (Kc.,) très actif, à 10 µM Ca1• libre intracellulaire. B : courant 
produit par les deux mêmes canaux mais à 0.6 µM Ca1• libre intracellulaire. Le canal K• 
est sensible à la concentration de ea1·, alors que le canal cr est toujours très actif à faible 
concentration de Ca1•. Le niveau où les canaux sont fennés (C) et l'amplitude du courant 
produit par chacun des canaux sont représentés à la gauche des traces. 
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Figure 3 .2. Courbes représentant le courant unitaire en fonction du voltage des canaux K• 
des :ML VR bovins de type Kc. reconstitués dans des bicouches lipidiques planes, en 
conditions asymétrique de 50 I 250 mM KCl trans I cis (n=lO) et symétrique de 250 / 250 
mM KCl trans I cis (n=6). La pente des courbes représente la conductance moyenne (y) 
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est nul. Ceci ne veut pas dire que le canal est fermé ou inactivé, au contraire, le canal Kea 
est très actif à 0 mV, mais un peu moins actif à -40 mV. 
Le comportement des canaux Kc~ en fonction du voltage est décrit par la figure 3.3, 
où la probabilité d'ouverture (Po) des canaux est calculée à différents voltages. Les traces 
sont très représentatives de ce qui est observé généralement à différents voltages. À + 60 
mV la Po est très élevée, c'est-à-dire que le canal est plus souvent dans son état ouvert que 
dans sont état fermé. Lorsque le voltage est diminué et se rapproche de 0 mV, l'amplitude 
de courant est diminuée, comme montré à la figure 3 .2, mais aussi, la Po du canal est 
considérablement diminuée. En condition symétrique, le potentiel d'inversion étant à 0 
mV, on observe un courant qui est inversé à des voltages négatifs, dont l'amplitude est 
augmentée vers des voltages qui s'éloignent du EK, mais dont la Po du canal diminue 
toujours vers les voltages plus négatifs. Les courbes de Po en fonction du voltage 
montrent des valeurs qui sont bien décrites par une fonction de Boltzmann (voir équation 
dans la légende de la Fig. 3.3). Par contre, les deux courbes montrent que les Po sont 
beaucoup moins élevées lorsque la [Ca2·]1,0ns est plus faible. La V 1rz. passe de -42 mV en 
présence 10 µM Ca2+. à +26 mV en présence de 2 µM ca2·. 
La dépendance au voltage a été montrée par Savaria et. al. ( 1992), dans le même 
laboratoire (Fig. 3.4). Les expériences avaient cependant été effectuées avec des bicouches 
lipidiques formées du lipide 1-2 bis (oleoyloxy)- 3(trimethylammonio) propane (DOTAP), 
que nous avons remplacé par le phosphatidylsérine (PS). L'utilisation du 
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Figure 3 .3. Comportement du canal K+ reconstitué en bicouche lipidique plane en fonction 
du voltage. A : courant unitaire à différents voltages. Les traces sont obtenues dans un 
tampon KCI 250mM trans I 250 mM cis, à 10 µM ea2• libre en trans, pH 7.4. B: 
dépendance au voltage de la Po de plusieurs canaux K+ en condition symétrique à deux 
concentrations de Ca2• trans. Les résultats expérimentaux ont été ajustés avec une 
équation de Boltzmann: Po = 1 I {l + exp [- (Vm - V112) I K]; où Vm représente le 
voltage, V112 réprésente le voltage auquel la Po est 0.5, estimé à -42 mV à 10 µM Ca2• et 
+26 mV à 2 µM ea2•, et K = 13.94. Dans cette figure et dans toutes les figures, les états 
ouverts et fennés des canaux sont représentés par 0 et C, respectivement, à la gauche des 
traces. 
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Figure 3.4. Dépendance au voltage de l'activité des canaux Kea à I mM et IO µM Ca2• 
libre cytoplasmique. Les résultats ont été obtenus en condition symétrique (150 mM K-
gluconate trans I cis), et où le phosphatidylsérine (PS) a été remplacé par le DOTAP pour 
la fonnation des bicouches lipidiques. Tiré des travaux de Savaria et al. (1992). 
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DOT AP a montré que les canaux devaient être en présence de beaucoup plus de Ca2+ 
cytoplasmique pour présenter des valeurs de Po comparables à ce qui est montré à la figure 
3.3. Les valeurs de Po obtenues à 10 µM Ca2• présentées dans ce travail étaient de l'ordre 
des valeurs obtenues par Savaria et. al. (1992) en présence de l mM de Ca2·, soit une 
concentration l OO fois moins élevée. 
La sensibilité au Ca2• libre cytoplasmique ([Ca2·]1nns) est montrée à la figure 3.5. 
La figure montre que lorsque la [Ca2·]1nns est diminuée, les canaux sont beaucoup moins 
actifs. Le senseur de Ca2• est du côté cytoplasmique et aucun senseur de Ca2• n'est 
présent du côté extracellulaire. Le graphique qui présente la Po en fonction de la [Ca2·],,0 ns 
libre montre la sensibilité des canaux ~ au Ca2·, à plusieurs concentrations. Les résultats 
sont biens décrits par une équation de Hill (voir équation Fig. 3.5), dont le coefficient de 
Hill (n) est de 2.81, et la concentration de Ca2• où le canal est à Poo.s est de 0.85 µM. À ce 
voltage ( +20 m V), la courbe atteint un plateau à environ 4 µM Ca2·, une concentration où 
les canaux sont à leur valeur d'activation maximale. À des concentrations plus faibles que 
2 µM Ca2·, la courbe décroît brusquement, ce qui veut dire qu'à ces valeurs (de 2 µM à 
environ 0.4 µM), un léger changement de concentration de Ca2• affecte considérablement 
l'activité des canaux Kea. 
Suite à cette caractérisation des canaux Kea par leurs conductances et leurs 
sensibilités au voltage et à la [Ca2·],,ans libre, des caractérisations pharmacologiques ont été 
effectuées. Premièrement, un bloqueur de canaux K-, le TEA, plus ou moins spédfique 
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Figure 3.5. Sensibilité au Ca2• libre cytoplasmique des canaux K+ de grande conductance 
des ML VR bovins. A : enregistrement de plusieurs canaux reconstitués en BLP à 
différentes concentrations de Ca2• libre cytoplasmique. Les traces ont été obtenues à +20 
mV, en condition symétrique (250/250 mM KCl trans / cis). La [Ca2•]1nn1 a été diminuée 
graduellement par l'addition de concentrations cumulatives de EGTA B: dépendance de 
la Po des canaux Kea en fonction du changement de (Ca211rmm à +20 mV. Les résultats 
expérimentaux ont été ajustés avec l'équation de Hill: Po = (P0max [Ca21° ) I (Ks + 
[Ca21j; où Kt représente la [Ca21 où les canaux sont activés à la moitié de leurs valeurs 
maximales. Les résultats en B représentent la moyenne ± écart-type de n = 3 à S 
expériences. 
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pour les canaux Kc.,, a été utilisé pour la caractérisation et présenté à la figure 3.6. 
L'addition de ce bloqueur dans la chambre cis (extracellulaire) a montré un effot sur la 
conductance des canaux. Les canaux avaient, en contrôle, une conductance moyenne de 
260 pS, et la présence du TEA a provoqué la diminution de cette conductance à une valeur 
moyenne de 110 pS, soit une conductance 50 % plus faible. 
L'ibériotoxine (IbTX) a aussi été utilisée pour la caractérisation pharmacologique 
des canaux Kea- L'IbTX est un bloqueur très spécifique de ce type de canal. Des résultats 
représentatifs de l'effet du bloqueur sur l'activité des canaux Kea sont montrés à la figure 
3. 7. À partir de canaux très actifs, conditions témoin, comme présenté dans cette figure, 
l'lbTX a été ajouté du côté cis; la toxine, à une concentration de 0.0 l µM, inhibe presque 
totalement la Po des canaux (Po< 0.005). Contrairement au TEA, l'IbTX n'affecte pas la 
conductance des canaux mais seulement la Po. 
3.1.3 Effets du 11,12-EET sur les canaux Kc. 
Suite à cette caractérisation des canaux Kea, les effets du 11, l 2-EET ont été 
étudiés. La figure 3.8 présente les résultats obtenus de l'effet produit par le 11, 12-EET 
exogène dilué dans l'éthanol sur la Po des canaux Kea. Pour simuler le relâchement de la 
molécule par les cellules épithéliales sur le muscle lisse de trachée, la solution a été ajoutée 
du côté cis. Comme le montre l'enregistrement, les deux canaux reconstitués qui étaient 
peu actifs à faible [Ca2·],,ans libre ont été réactivés par la présence de la molécule du côté 
extracellulaire. Plus la concentration présente est élevée, plus les 
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Figure 3.6. Effet du TEA sur les canaux~ recontitués en bicouches lipidiques planes. 
A: enregistrement, en contrôle, d'un seul canal, en condition asymétrique, à 0 mV et à 10 
µM Ca2+ libre cytoplasmique. Le canal présente une conductance de 260 pS. B : effet de 
l'addition de lOOµM TEA (n=3) dans la chambre cis (extracellulaire). 
51 














Figure 3.7. Effet de l'lbTX sur l'activité des canaux de type Kea reconstitués en bicouches 
lipidiques planes. A: enregistrement en contrôle, où la Po moyenne des canaux est 0.87 à 
+20 mV et à 10 µM Ca2• libre cytoplasmique. B: Effet de l'addition de 0.01 µM lbTX 
du côté cis (extracellulaire). La toxine inhibe l'activité des canaux. (Observé dans n=3 
expériences). 
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Figure 3.8. Effet du 11,12-EET exogène ajouté du côté cis (extracellulaire) sur l'activité 
des canaux Kc. de trachées de bœufs et reconstitués en bicouches lipidiques planes. A : 
enregistrement représentatif représentant l'activité de trois canaux ~ reconstitués, en 
contrôle, et après laddition cumulative de différentes concentrations de 11, 12-EET cis. 
B: graphique représentant la moyenne de l'effet du 11, 12-EET à différentes 
concentrations. Les valeurs sont représentées par la division de la NPo des canaux à 
différentes concentrations (n=3 à 6), par la NPo en contrôle, c'est-à-dire, lorsqu'il n'y avait 
pas de 11,12-EET présent. • signifie que la valeur est significativement plus grande qu'en 
contrôle. 
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canaux sont actifs. Comme présenté sur l'histogramme, les résultats de plusieurs 
expériences montrent que 0.9 µM de 11,12-EET augmente de façon significative la Po des 
canaux. La concentration de O. 9 µM est la concentration la plus faible qui cause une 
augmentation significative de la Po des canaux Kc~. Une concentration de 3 µM, la plus 
haute concentration étudiée en laboratoire, multiplie par 4, en moyenne, la Po des canaux. 
La mesure des constantes de temps d'ouverture ('to) et de fermeture (tr) a été 
effectuée à l'aide d'un logiciel d'analyse pour bien voir les effets du 11,12-EET sur les 
canaux Kc.i. La figure 3.9 présente l'évaluation de l'effet de la molécule sur les constantes 
de temps d'un canal unitaire, où la Po en contrôle était de 0.08, et la Po après l'addition du 
11, 12-EET (1.5 µM) était de 0.4. Les histogrammes des temps d'ouverture ont été ajustés 
avec une seule exponentielle, présentant donc une seule constante de temps d'ouverture, 
alors que les temps de fermeture sont mieux décrits par deux exponentielles. La constante 
de temps d'ouverture est passée de 13.0 ms à 20.5 ms, une augmentation qui est 
considérable, de l'ordre de 50%. La constante des temps de fermeture courts ('tn) est 
passée de 1.17 ms à 11. 7 ms, une augmentation d'environ IO ms. Par contre, le 
changement le plus significatif a été observé sur les temps de fermeture longs. Alors que la 
constante de temps ('ta) était à 231 ms en contrôle, elle a chuté à seulement 46. l ms avec 
la présence du 11, 12-EET. Ces changements des temps d'ouverture et de fermeture 
expliquent l'augmentation de la Po des canaux par le 11, 12-EET. 
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Figure 3.9. Représentation de l'effet du 11,12-EET sur les constantes de temps 
d'ouverture ('to) et de fermeture (îr) des canaux~- A : constantes de temps en contrôle. 
Les temps d'ouvertures présentent une seule constante de temps, alors que les temps de 
fenneture présentent deux constantes de temps. B : effet de l. 5 µM 11, l 2-EET cis sur 
les constantes de temps. Les valeurs des constantes de temps ont été détenninées par 
l'ajustement des histogrammes avec une ou deux exponentielles, selon le cas. 
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Figure 3.10. Effet du 11,12-EET cis sur la conductance des canaux Kc.. Le graphique 
présente la lamplitude de courant unitaire produit par les canaux, en fonction du voltage. 
La pente des courbes linéaires obtenues représente la conductance des canaux dans les 
conditions détenninées (n=3 à 6). 
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Malgré son effet sur la Po des canaux, le 11, 12-EET n'a aucun effet sur la conductance des 
canaux Kc. (Fig. 3.10). Aux trois concentrations présentées précédemment (0.9, 1.5 et 3.0 
µM), où il y avait une augmentation de la Po des canaux, la conductance est restée la 
même, en moyenne, par rapport aux contrôles. 
3.1.4 Expériences de contrôle avec l'éthanol, I' AA et le PAF 
Comme présenté à la figure 3.8, le 11, 12-EET agit sur les canaux Kc. du côté 
extracellulaire. La figure 3.11 montre, premièrement, les effets du 11, 12-EET présentés 
précédemment, et les effets du solvant (l'éthanol), ainsi que les effets du 11,12-EET ajouté 
du côté trans (intracellulaire). Comme indiqué sur l'histogramme, le solvant n'affecte pas 
l'activité des canaux, confirmant ainsi l'effet de la molécule 11, 12-EET elle-même. Le 
11, 12-EET ajouté du côté trans est aussi sans effet sur l'activité des canaux. Ceci précise 
donc que le 11, 12-EET agit du côté extracellulaire seulement. En plus de ces expériences 
de contrôle, deux autres molécules lipidiques ont été étudiées, soit l'acide arachidonique 
(AA), et les platelet-activating factors (PAF). L' AA, étant le précurseur du 11, 12-EET, a 
une structure semblable mais ne possède pas de groupement époxy. L' AA active aussi les 
canaux Kc. en milieu extracellulaire, mais est moins effectif que le 11,12-EET. À 3.0 µM, 
l'AA n'a pas d'effet significatif, alors que Je 11,12-EET, à cette concentration, active les 
canaux par un facteur 4. Le PAF, par contre, n'a aucun effet sur l'activité des canaux, 
même à une concentration de 10 µM. 
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Figure 3. l l. Graphique représentant les effets du l l, 12-EET du côté cis et trans du canal, 
de l'éthanol, de l'acide arachidonique (AA), et du platelet-activating factor (PAF) sur 
l'activité des canaux ~- Le premier groupe de résultats représente le contrôle. Le 
deuxième groupe de résultats représente les effets du 11, 12-EET cis, de son solvant 
(éthanol) cis (n=3), et du 11,12-EET trans (n=3). Le troisième groupe de résultats 
présente l'effet de l'addition de I' AA cis, à différentes concentrations (n=4). Le dernier 
groupe représente l'effet de l'addition du PAF à différentes concentrations cis (n=4). La 
valeur du contrôle est à l, et les différentes valeurs sont présentées par la NPo des canaux 
dans la condition déterminée, divisées par la NPo en contrôle. • signifie que la valeur est 




SµMPAF ~ a. 1 lOµMPAF 
N 
NPo I NPo contrôle 




Figure 3.12. Représentation de l'activation des canaux Kea par le Il, 12-EET et 1' AA. 
Quatre concentrations pour les deux molécules sont évaluées dans ce graphique. La valeur 
de 1 est la valeur du contrôle, c'est-à-dire, lorsque les canaux ne sont pas en présence de 
11, 12-EET ou de AA, et les différents points représentent la valeur moyenne obtenue pour 
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La différence des effets du 11, 12-EET et de I' AA est présentée sur le graphique de 
la figure 3.12. La structure des deux molécules ne diffère que par le groupement époxy sur 
la molécule EET. Les résultats suggèrent donc un effet spécifique du groupement époxy 
sur la Po des canaux Kc.i. Les concentrations maximales des deux molécules n'ont pas été 
atteintes à cause de la concentration toujours croissante et néfaste de l'éthanol sur la 
membrane artificielle. 
3.1.5 Étude de l'implication d'une protéine G dans les effets du 11,12-EET 
Finalement, le mécanisme d'action du 11, 12-EET sur les canaux Kea a été étudié. 
L'hypothèse émise, d'après des résultats antérieurs (voir Fig. 3.8), proposait que la 
molécule devait agir directement sur le canal, soit en se liant sur les protéines du canal, ou 
sur les phospholipides de la membrane artificielle. Par contre, on supposait qu'une 
protéine G n'était pas impliquée dans cette activation. L'activation éventuelle des canaux 
Kea par une protéine G, dans les expériences de reconstitution membranaire, a donc été 
évaluée. La figure 3.13 démontre que ni le GTP, ni le GTPyS, du côté trans, n'ont affecté 
la Po des canaux. De plus, l'activation par le 11,12-EET n'a pas été augmentée par la 
présence de GTP, éliminant ainsi la contribution d'une protéine G. 
3.2. Mesures de tensions musculaires isométriques 
Comme le 11, 12-EET active la conductance K+ médiée par les canaux Kea, il 
favorise donc, au niveau cellulaire, un courant sortant qui provoque la repolarisation des 
cellules musculaires dépolarisées ou l'hyperpolarisation de cellules musculaires au repos. 
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Figure 3.13. Graphique qui présente les effets du GTP et du GTPyS, et du 11,12-EET en 
présence de GTP ou sans GTP. Le GTP et le GTPyS ont été ajoutés du côté trans 
(intracellulaire), alors que le 11,12-EET à été ajouté du côté cis (extracellulaire). Les 
résultats sont la moyenne ± écart-type de n = 3 - 6 expériences. 
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Au niveau du muscle lisse, la repolarisation des cellules favorise la relaxation d'un 
muscle contracté. Des études de mesures de tensions musculaires ont donc été effectuées 
sur des bronches de cobayes. La figure 3 .14 présente les résultats obtenus des effets de 
l'addition du 11, 12-EET exogène sur les bronches contractées avec le CCh (0.2 µM). Les 
résultats montrent que la molécule n'a aucun effet sur des bronches lorsque l'épithélium 
était encore présent. Par contre, les bronches dont on avait enlevé l'épithélium ont été 
relaxées par la présence de 2 µM 1 1, 12-EET. Il faut aussi tenir compte de la relaxation 
produite par l'éthanol, et c'est donc pourquoi les résultats présentent les pourcentages de 
relaxation produits par le 11, 12-EET, et produits par le solvant seul. Par la soustraction 
du pourcentage de relaxation induit par l'éthanol, on obtient une valeur de 5.8% de 
relaxation totale produite par le 11, 12-EET en moyenne. 
Le tableau 3. 1 présente la comparaison des résultats présentés à la figure 3 .14 avec 
les effets produits par le 11, 12-EET dilué dans un autre solvant, toujours sur des bronches 
dénudées. Le 11, 12-EET a été dilué dans le DMSO, et ses effets ont été étudiés. Le 
DMSO présente aussi, comme l'éthanol, des effets bronchorelaxants, et le 11, 12-EET, 
dilué dans ce solvant, est aussi effectif Si on soustrait les effets du DMSO, le 11, 12-EET 
à produit des relaxations de 3.3 à 4% en moyenne à des concentrations de l.5 et 3.0 µM, 
respectivement. 
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Figure 3.14. Effet du 11, 12-EET exogène sur la relaxation des muscles lisses bronchiques 
de cobayes. A : trace représentative obtenue dans une expérience de mesure de tension 
musculaire isométrique sur une bronche dont l'épithélium à été préalablement enlevée de 
façon mécanique. La bronche a été contractée avec 0.2 µM carbamylcholine (CCh), et 2 
µM 11,12-EET ou 0.6 % éthanol (EtOH) ont été ajoutés au bain d'organe. W représente 
les lavages effectués. B : pourcentage de relaxation moyen de plusieurs bronches 
précontractées, avec ou sans l'épithélium, suite à l'addition du 11,12-EET exogène ou de 
son solvant, léthanol. * signifie une valeur significativement plus grande que la valeur 
obtenue avec le solvant seul. 
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Relaxation des muscles lisses de bronches de cobayes par le 11,12-EET 
concentration pourcenta2e relaxation (%) 
11,12-EET I EtOH 2.0µM 14.5 ± 3.5 • 
EtOH 0.6% 8. 7 :!:. 1.5 
11,12-EET / DMSO 1,5 µM 13.3 ± 1.1 • 
3.0 uM 23.0 + 2.5 • 
DMSO 0.5 % IO± 0.1 
1.0 % 19 + 1.3 
Pourcentage de relaxation des muscles lisses de bronches de cobayes par le 11, 12-EET à 
différentes concentrations et dilué dans deux solvants différent, l'éthanol (EtOH) et le 
diméthylsulfoxyde (DMSO). Les résultats sont la moyenne± écart-type den= 4 - 5 expériences. 
• signifie que la relaxation par le 11, 12-EET est significativement plus grande que la relaxation par 
le solvant seul. 
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4. DISCUSSION 
4.1 identification et caractérisation des canaux Kea 
Les canaux potassiques de type Kea ont été identifiés et caractérisés par la méthode 
de reconstitution membranaire. Ces canaux sont présents en quantité très élevée au niveau 
des muscles lisses des voies respiratoires (McCann et Welsh, 1986). Lors de la fusion 
d'une microvésicule, formée à partir de la membrane de surface d'une cellule de ML VR, il 
y a généralement la présence de canaux Kea. 
Un autre type de canal, perméable aux ions cr, est souvent présent lors d'une 
fusion et accompagne les canaux Kea (Fig. 3.1). Ces canaux cr sont insensibles au Ca2+, 
contrairement aux canaux Kea. Ils ont été caractérisés antérieurement dans notre 
laboratoire mais rien n'est encore vraiment connu sur les propriétés et les fonctions de ce 
type de canal cr (Salvail et al., 1996). 
Les propriétés biophysiques et pharmacologiques des canaux Kea ainsi que leurs 
fonctions sont biens connues dans plusieurs tissus, notamment au niveau des l\1L VR 
(Kaczorowski et al., 1996). Pour caractériser les canaux Kea, les conductances à différents 
gradients de concentration de KCI ont été calculées, la sélectivité au ions K. à été 
déterminée, et la dépendance au voltage, ainsi que la sensibilité au Ca2 .. libre cytoplasmique 
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ont été mesurées. Un bloqueur non-spécifique des canaux Kea et un bloqueur très 
spécifique de ces canaux ont aussi été utilisés pour leur caractérisation. Lors des mesures 
de courants unitaires en condition asymétrique, 50 / 2 50 KC! trans I cis, la conductance 
des canaux était en moyenne de 227 pS, alors qu'en condition symétrique, 250 / 250 KCI 
trans I cis, la conductance était de 283 pS (Fig. 3.2). Ces conductances sont comparables 
avec ce qui est décrit dans la littérature, au niveau des canaux Kc.a des ML VR (Savaria et 
al., 1992; Kotlikoff, 1993; Tomita et al., 1994). La différence de conductance à 
différents gradients de concentration peut s'expliquer par le fait qu'à plus faibles 
concentrations, beaucoup moins d'ions K. sont présents à l'entrée du pore du canal, où 
certains sites de liaison sont présents et sont saturables (Blatz et Magleby, 1984 ; Cecchi 
et al., 1986). Alors, à de faibles concentrations, lors du passage du canal à létat ouvert, 
moins d'ions son disponibles pour le passage à travers la membrane, et donc, les sites ne 
sont pas saturés, et c'est ce qui peut expliquer un plus faible courant unitaire produit et 
ainsi une plus faible conductance. Le potentiel de zéro courant du K. était de -40 m V en 
condition asymétrique, et 0 m V en condition symétrique. Ces valeurs sont comparables 
aux valeurs théoriques des EK calculées avec l'équation de Nernst: 
EK = RT ln [K'"]~ 
ZF [K.]intnc. 
où R est la constante des gaz parfaits, T est la température absolue, Z est la valence de 
l'ion, et Fest la constante de Faraday. À 20 °C, RT/F = 25.26 mV; la valence de l'ion K. 
est + 1. Alors, pour des concentrations de 250 mM K. extracellulaire et 50 mM K. 
intracellulaire, EK est -4 l mV. En condition symétrique, la valeur du potentiel d'inversion 
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est de 0 mV. Des résultats expérimentaux comparables aux valeurs calculées indiquent 
donc que les canaux Kea sont très sélectifs aux ions K. par rapport aux ions cr présents 
dans la solution, comme l'on mentionné plusieurs auteurs (Savaria et al., 1992 ; Garcia-
Calvo et al., 1994; Giangiacomo et al., 1995). Au potentiel d'inversion, le courant 
unitaire est nul, puisque le flux net d'ions K. est nul. Ce phénomène est décrit par 
l'équation dérivée de la loi d'Ohm : 
où iK est le courant unitaire des ions K·, YK est la conductance unitaire du canal, V m est le 
potentiel de membrane, et EK est le potentiel d'inversion des ions K•. Donc, d'après cette 
équation, si V m = EK, c'est-à-dire si le potentiel de membrane est au potentiel d'inversion 
des ions K ·, alors V m - EK, qui représente de gradient électrochimique, sera égal à 0 et 
l'équation donnera un courant (ÎK) égal à 0 pA. 
Donc, le courant produit par un canal varie en fonction du voltage appliqué, et ceci 
est dû au gradient électrochimique. Par contre, la probabilité d'ouverture (Po) du canal est 
indépendante du gradient électrochimique. La Po du canal Kea est cependant dépendante 
du voltage appliqué, une propriété due au segment transmembranaire S4 de la sous-unitée 
a du canal (Butler et al., 1993 ; Garcia-Calvo et al., 1994 ; Knaus et al., 1994 ). Le canal 
est très actif à des potentiels positifs, mais sa Po diminue graduellement lorsque le voltage 
passe à des valeurs négatives (Fig. 3.3). Ce travail présente des valeurs Vin. estimées à -42 
mV en présence de 10 µM Ca2• cytoplasmique, et +26 mV en présence de 2 µM Ca2• 
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cytoplasmique, des valeurs qui sont différentes de celles présentées dans certains travaux 
(Savaria et al, 1992 ; Garcia-Calvo et al., 1994), mais en accord avec d'autres travaux 
(voir références dans Carl et al .. 1996). La dépendance au voltage de la Po des canaux Kea 
est très variable d'un tissu à l'autre, et peut dépendre des conditions expérimentales. Il est 
connu que la composition lipidique de la membrane où est présent un canal Kea peut 
changer sa cinétique (Moczydlowski et al., 1985 ; McManus, 199 l ). Des travaux 
effectués dans notre laboratoire (Sa varia et al., 1992), et dont une des figures est présentée 
dans ce travail (Fig. 3.4), montrent que la dépendance du canal au voltage est très 
différente des résultats présentés ici. Ceci s'explique, malgré l'utilisation de la même 
technique, par la différence de composition des lipides qui composent la membrane 
artificielle. Dans les travaux de Savaria et al. ( 1992), les membranes étaient composées de 
30 % de DOT AP, un lipide chargé positivement, alors que pour la présente étude (voir 
MATÉRIEL ET MÉTHODES) les membranes étaient composées de 30 % 
phosphatidylsérine (PS), un phospholipide chargé négativement. Dans tous les cas, par 
contre, la Po exprimée en fonction du voltage est décrite par une équation de Boltzmann 
(voir Fig. 3.3). La différence de sensibilité au voltage appliqué peut être une différence de 
sensibilité aux ions Ca2• cytoplasmiques. Il est connu que les [Ca2·1 dans les expériences 
de BLP doivent être l 0 fois plus grande pour avoir des Po semblables à celles mesurées 
lors des expériences avec la technique de patch-clamp, aux mêmes voltages (Kapicka et 
a/.,1994). La différence de l'activité des canaux Kc~ dans ces deux techniques ne réside 
pas dans la technique de mesure des courants ; l'activité des canaux est très dépendante de 
la composition lipidique des membranes où sont présents les canaux (Moczydlowski et al., 
1985). 
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Les mesures de sensibilité au Ca1 .. libre cytoplasmique (Fig. 3.5) ont montré que les 
resultats sont décrits par l'équation de Hill, où le coefficient de Hill (n) avait une valeur de 
2.81 et le Kci était de 0.85 µM Ca1•. Ces valeurs sont comparables à certains travaux 
antérieurs (Vergara et Latorre, 1983 ; DiChiara et Reinhart, 1995), et différentes des 
valeurs présentées dans d'autres travaux (Sa varia et al., 1992 ; Carl el al., 1996). La 
sensibilité au Ca1·, possiblement due aux segments transmembranaires S9 et S 10 des sous-
unités a des canaux Kc., du côté cytoplasmique (Wei et al., 1994), peut dépendre de 
plusieurs facteurs (Carl et al., l 996), dont la composition lipidique de la membrane 
(McManus, 1991 ). La différence de sensibilité au Ca1• est très variable, non seulement 
d'un tissu à l'autre, mais aussi au niveau d'un même tissu (DiChiara et Reinhart, 1995 ; 
Carl el al., 1996 ; Chang et al., 1997). 
En plus de cette caractérisation biophysique des canaux Kea, une caractérisation 
pharmacologique a été effectuée à l'aide du TEA et de l'IbTX. Le TEA (IOOµM) a 
produit une diminution de la conductance des canaux, de 260 pS à 110 pS, soit une baisse 
de plus de la moitié de la conductance (Fig. 3 .6). Le TEA est un bloqueur qui se place 
dans le pore du canal et obstrue le passage des ions K·. L'lbTX a eu pour effet de réduire 
considérablement le courant K. unitaire (Fig 3.7). L'lbTX est un bloqueur peptidique de 
37 acides aminés et est le plus spécifique des bloqueurs des canaux Kea connu à ce 
jour (Giangiacomo et al., 1992). Il se lie à la face externe du canal Kea et bloque ainsi le 
flux de K·. L'lbTX est plus spécifique que la ChTX, dont la séquence d'acides aminés 
montre une identité de 68% dans sa séquence (Miller et al., 1985 ; Gimenez et al., 1988). 
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4.2 effets du 11,12-EET et d'autres lipides sur les canaux Kc. 
Les résultats montrent une activation des canaux Kc, par le 11, 12-EET exogène 
ajouté en milieu extracellulaire (Fig. 3.8). Une concentration de 0.9 µM 11,12-EET, la 
plus faible concentration à avoir un effet significatif, multiplie la NPo des canaux Kea par 
1.2. L'activation est dépendante de la concentration du 11,12-EET; l'augmentation de la 
concentration à l.5 µM triple la NPo des canaux et 3.0 µM 11, 12-EET augmente la NPo 
d'un facteur 4. Les concentrations produisant une activation maximale n'ont pas été 
atteintes puisqu'il fallait tenir compte de la concentration d'éthanol dans le bain 
expérimental. Une concentration trop élevée est néfaste à la membrane lipidique. Le 
11, 12-EET étant déjà en solution à une faible concentration (300 µM) à l'achat, il est 
difficile d'utiliser une solution-mère plus concentrée; il faut tenir compte que la molécule 
est très sensible à la lumière et à l'oxygène et des manipulations pour concentrer la solution 
pourraient ne pas être très appropriées. Cette activation est beaucoup plus faible que ce 
qui a été évalué sur les canaux Kc, des muscles lisses des artères cérébrales de chats, où S 
µM 11,12-EET augmente la NPo des canaux d'un facteur 60 (Gebremedhin, el al., 1992). 
Par contre, pour tous les isomères EET, la Po des canaux Kc, était doublée par 
l'application de 0.3 - l µM au niveau des muscles lisses de l'aorte du cobaye, 0.1 µMau 
niveau des muscles lisses des artères coronaires de porc, et l.O - 3.0 µM pour les muscles 
lisses des artères caudales de rat (Hu et Kim, 1993 ). Au niveau des artères coronaires de 
bœuf, 1.0 µM l l, 12-EET augmente la NPo des canaux Kc, de 10-15 fois par rapport aux 
témoins (Li el al., 1997 ; Li et Campbell, 1997). Tous ces résultats ont été obtenus sur 
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des cellules isolées en utilisant la méthode de patch-clamp en configuration cell-attached, et 
les expériences en configuration excisée ont montré que les différents isomères EET 
n'avaient aucun effet sur la Po des canaux Kc.:a. Cependant, dans certaines des expériences 
de patch-clamp en configuration excisée, l'addition de GTP dans le milieu cytoplasmique a 
induit l'activation des canaux Kc.:i des muscles lisses des artères coronaires de bœuf par le 
11, 12-EET (Li et Campbell, 1997). Ces résultats indiquent l'implication d'une protéine G, 
activée par le 11, 12-EET par un mécanisme encore inconnu. La protéine G serait de type 
G,, puisqu'un inhibiteur anti-Gsa a inhibé l'activation des canaux Kc, par le 11, 12-EET. La 
sous-unité a de la protéine G1 régule les canaux Kc.:i par deux mécanismes indépendants 
(Kume el al. 1994). G.a peut activer l'adénylate cyclase et produire I' AMPc, résultant en 
une phosphorylation PKA-dépendante des canaux Kc.:i- Alternativement, Gsa peut avoir 
une action directe sur le canal. Dans les expériences impliquant le 11, 12-EET et la 
protéines G1 (Li et Campbell, 1997), il apparaît que l'activation des canaux Kc.:a se ferait par 
la voie directe. Malgré que les plus récents travaux indiquent l'implication d'une protéine 
G, et non un effet direct du 1 1, 12-EET sur les canaux, les résultats de ce présent travail 
tendent à écarter cette hypothèse. Évidemment, il est probable que des protéines G soient 
présentes lors de la reconstitution membranaire dans nos expériences, cependant, labsence 
de GTP dans les solutions utilisées élimine presque totalement la possibilité de l'implication 
de ces protéines. Malgré qu'une infime quantité de GTP puisse être présente au niveau du 
milieu interne des microvésicules qui om fusionnées, l'activation n'aurait sûrement pas été 
aussi importante, et aurait été transitoire si les activations étaient produites par une 
protéine G. Dans nos expériences, on observe que les activations ne changent pas en 
fonction du temps (plus de 30 minutes). On pourrait toutefois penser à une double 
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activation des canaux Kea des ML VR par le 11, 12-EET au niveau des cellules: activation 
directe et activation par l'intermédiaire d'une protéine G. La deuxième voie n'étant pas 
présente dan3 nos expériences de reconstitution membranaire, ceci pourrait être une 
explication de la différence des effets du 11, 12-EET comparativement aux travaux de Li et 
Campbell (1997). Même si on peut éliminer l'implication d'une protéine G, on ne peut pas 
savoir si les molécules 1 1, 12-EET se lient spécifiquement sur une protéine du canal, ou si 
les molécules se lient aux phospholipides de la membrane. Si la liaison aux phospholipides 
est la voie qui mène à l'activation des canaux Kea, il peut être important de considérer la 
différence de composition lipidique des membranes artificielles et des membranes 
cellulaires. Cette voie est très plausible puisqu'il est bien connu dans la littérature que les 
isomères EET se lient au phospholipides des membranes cellulaires (Bemstrom et al., 
1992). Ceci pourrait être une autre explication pour la différence des effets du 11, 12-EET 
sur la Po des canaux Kea entre les différents travaux. Les effets des EETs sur les 
constantes de temps d'ouvertures et de fermetures des canaux KD n'ont pas été rapportés 
dans la littérature. Les résultats présentés dans ce travail sont la mesure des constantes de 
temps d'un canal qui a une Po témoin de 0.08, et de 0.4 après addition de 1.5 µM 11, 12-
EET extracellulaire. L'effet le plus marquant se fait sur la constante des temps de 
fermeture longs. La constante a une valeur de 231 ms (expérience témoin), et est réduite à 
46. l ms suite à l'action du 11, 12-EET. Malgré l'activation de la Po des canaux ~. le 
11,12-EET n'a aucun effet sur leurs conductances (Fig 3.10). Sur ce point, tous les 
travaux sont en accord, autant pour le 11, 12-EET que pour tous les autres isomères 
(Gebremedhin et al., 1992 ; Hu et Kim, 1993 ; Campbell el al., 1996 ; Li el al., 1997 ; 
Li et Campbell, 1997). 
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Le 11, 12-EET active les canaux Kc;a du côté cis, mais n'a aucun effet du côté trans 
dans nos expériences (Fig. 3.11). Selon les travaux antérieurs (Gebremedhin et al., 1992; 
Hu et Kim, 1993 ; Campbell et al., 1996 ; Li et al., 1997), les EETs activent les canaux 
Kea du côté extracellulaire. Cependant, ces travaux présentent des résultats obtenus par 
l'utilisation de la méthode de patch-clamp en configuration cell-attached. En configuration 
excisée, les EETs n'ont aucun effet en milieu cytoplasmique, selon Hu et Kim (1993). Li 
et Campbell ( 1997) ont montré au niveau des artères coronaires de bœuf, en configuration 
excisée, que le 11, 12-EET n'avait aucun effet, ni du côté cytoplasmique, ni du côté 
extracellulaire. Cependant, comme mentionné plus haut, l'addition de GTP dans le milieu 
cytoplasmique permettait l'activation des canaux Kea par le 11, 12-EET ajouté en milieu 
cytoplasmique. Toutefois, les auteurs ne peuvent p1s démontrer que la molécule agit en 
milieu intracellulaire, ou si elle passe la membrane de surface et va activer un récepteur du 
côté extracellulaire. Des récepteurs pour le 14, 15-EET ont été mis en évidence dans les 
membranes de surface des cellules mononucléaires de cobayes (Wang et al., 1993), 
démontrant la possibilité de tels récepteurs. Li et Campbell ont aussi conclu que les effets 
des EETs en configuration cell-attached, qu'il ont évalués, et qui ont été évalués par 
d'autres auteurs (Gebremedhin et al., 1992; Hu et Kim, 1993; Campbell et al., 1996; 
Li et al, 1997), n'étaient dus qu'à l'activation d'une protéine G par les EETs. Pour 
l'instant, ce qui semble être accepté dans la littérature au niveau des muscles lisses artériels, 
est que les isomères EET sont relâchés par les cellules endothéliales, et que leur action sur 
les canaux Kea se fait par l'entrée des molécules dans le cytoplasme des cellules 
musculaires (Quilley et al., 1997). 
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Selon certains auteurs, le groupement époxy sur les molécules EETs est essentiel 
pour produire leur effet activateur sur les canaux Kea. Certains auteurs ont utilisé l'acide 
arachidonique, le précurseur des EETs, comme témoin (Campbell el al., 1996), alors que 
d'autres ont utilisé le 20-HETE, un autre métabolite de l'acide arachidonique produit par le 
CYT P450 (Li et Campbell, 1997). L'acide arachidonique n'avait aucun effet sur les 
canaux Kc., même à des concentrations de l 0 µM, et avec tous les éléments présumés 
nécessaires à l'activation des canaux par les EETs, puisque les expériences ont été 
effectuées en configuration cell-attached. Le 20-HETE, par contre, causait une inhibition 
des canaux Kc. en diminuant la NPo au tiers de la NPo en contrôle, et ce, à des 
concentrations de seulement 100 nM. Nous avons évalué les effets de l'acide 
arachidonique extracellulaire et du platelet-activating factor (PAF), sur l'activité des 
canaux Kc. (Fig. 3 .11 ). Nous avons observé des activations très importantes induite par 
l'acide arachidonique à différentes concentrations, et bien sûr, ces activations se sont 
produites sans la présence d'éléments intracellulaires, donc en limitant l'implication d'une 
protéine G. Cependant, le PAF, un lipide dérivé du phosphatidylcholine, n'avait aucun 
effet, même à des concentrations aussi élevées que l 0 µM. Donc, on doit considérer que 
le groupement époxy sur la molécule 11, 12-EET n'est pas essentiel à l'activation des 
canaux Kc.. Cependant, comme le montre la figure 3.11, et plus directement la figure 
3 .12, le 11, 12-EET activent les canaux à des concentrations beaucoup plus faibles que 
l'acide arachidonique. À 3.0 µM, l'acide arachidonique n'a pas d'effet significatif sur la 
NPo des canaux, alors que le 11,12-EET active les canaux d'un facteur 4. Ces résultats 
sont donc en désaccord avec les travaux effectués sur les canaux Kc. des ML V présentant 
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aucun effet de l' AA. Les résultats confirment que le groupement époxy du 11, 12-EET 
n'est pas nécessaire à l'activation des canaux, mais est important pour le pouvoir activateur 
de la molécule. On ne peut être certain si l'acide arachidonique agit par Je même 
mécanisme que le 11, 12-EET dans nos expériences. On pourrait penser à un site de liaison 
spécifique pour les eicosanoïdes sur une protéine du canal Kea, ou sur un phospholipide. 
Mais on pourrait aussi penser à une partition non-spécifique dans la membrane. Il est donc 
important de mentionner que la différence des résultats entre ceux présentés dans ce travail 
et ceux présentés dans la littérature peut être une différence dans les protéines des canaux 
Kea de différents tissus, ou une différence dans la composition lipidique des membranes où 
se situe les canaux. L'évaluation de l'effet des autres eicosanoïdes, tels les leucotriènes 
(LTs) et les prostaglandines (PGs), serait intéressante. Nous avons évalué le LTD4 à des 
concentrations physiologiquement actives ( 10-1 OO nM). Le L TD.i était sans effet sur la Po 
des canaux (résultats non-illustrés). Cependant, ces concentrations étaient beaucoup trop 
faibles pour servir de contrôles fiables. 
Il a été proposé dans ce travail qu'il pouvait y avoir une double activation des 
canaux Kea des ML VR par le 1 1, 12-EET, soit une activation directe comme décrit dans ce 
travail, et une activation impliquant une protéine G, tel que proposé par Li et Campbell 
(1997). Au niveau d'une cellule in vivo, le canal subit peut-être cette double activation. 
Donc, pour vérifier cette hypothèse, l'existence de protéines G dans les BLP et leur 
activation par le 11, 12-EET ont été étudiées (Fig. 3.13). L'addition de lOOµM GTP ou de 
GTPyS du côté trans n'a produit aucun effet sur la Po des canaux. Si une protéine G1 
avait été présente, il y aurait eu une légère activation des canaux Kea par le GTPyS, comme 
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rapporté par d'autres auteurs (Kume et al., 1992). Donc, si certains types de protéine G 
sont présents dans les BLP, il semble que ces protéines ne soient pas responsables de 
l'activation des canaux Kc~. L'addition du 11,12-EET extracellulaire (1.5 µM), en 
présence de lOOµM GTP, n'a produit qu'une activation de l'ordre de l'activation produite 
par le 11, 12-EET seul. Donc, l'hypothèse de la double activation n'est pas prouvée. 
Cependant, la présence des protéines G, fonctionnelles, qui activent les canaux Kea 
lorsqu'elles sont stimulées, peut être peu fréquente lors des reconstitutions en BLP. Des 
expériences de patch-clamp, en présence de GTP, devraient être effectuées pour mieux 
simuler les conditions physiologiques des cellules. 
4.3 effets du 11,12-EET sur les muscles lisses des voies respiratoires 
Les mesures de tensions musculaires de bronches de cobayes ont été des 
expériences importantes afin de vérifier si le 11, 12-EET avait bien un effet sur les muscles 
lisses des voies respiratoires. L'activation des canaux Kea par le 11, 12-EET devrait, 
théoriquement, hyperpolariser les cellules musculaires, ou repolariser des cellules 
dépolarisées. Cet effet sur le potentiel de membrane des cellules musculaires peut causer la 
relaxation du muscle. Donc, les expériences de mesures de tension musculaire 
permettaient d'évaluer directement sur le tissu les effets du 11, 12-EET. Des relaxations 
ont été produites par la molécules (Fig. 3.14 et Tableau 3.1). Évidemment, si on soustrait 
les effets des solvants (éthanol ou DMSO), on obtient une très faible relaxation, de l'ordre 
de 3 à 6 % à des concentrations de 1.5, 2.0, et 3.0 µM 11,12-EET, sur des bronches dont 
l'épithélium avait été enlevé mécaniquement (le 11,12-EET n'a pas d'effet sur les bronches 
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qui possèdent leur épithélium). Ces résultats sont comparables aux travaux de Zeldin et al. 
( 1995), où il est cité que des muscles lisses de bronches de cobayes, contractés à 
l'histamine, étaient relaxés de 7.3 ± 3.8 % par 10 µM 11,12-EET. Zeldin et al. (1995) 
n'ont cependant observé aucun effet de l'éthanol sur la tension des muscles lisses, 
contrairement aux résultats présentés à la figure 3. 14 et dans le tableau 3. l, où léthanol 
causait une relaxation de 8.7 % à une concentration de 0.6%, concentration équivalente à 
celle présente lors de l'addition de 2.0 µM 11, 12-EET. Le changement de solvant, donc 
de l'éthanol au DMSO, avait pour seul but d'éliminer les effets de l'éthanol dans le but de 
mieux visualiser les effets du 11, 12-EET. Le DMSO à aussi produit une relaxation, et 
même plus importante que l'éthanol. Les effets du 11, 12-EET dans le DMSO étaient plus 
faibles qu'avec l'éthanol, dus certainement à une dégradation des molécules manipulées 
dans des conditions peu favorables (évaporation de l'éthanol et ajout du DMSO à l'air 
ambiant, où la lumière pouvait pénétrer dans le tube). Une solution envisagée pour 
résoudre le problème de solvant pourrait être l'utilisation des cyclodextrins, un 
transporteur de molécules hydrophobes (Thoburn Burns, 1994). 
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5. CONCLUSION 
Cette étude est la première à rapporter les effets du 11, 12-EET, et de tout autre 
isomère EET, sur les canaux potassiques de type ~ des ML VR. c· est aussi la première 
étude à démontrer une activation directe de ces canaux par les EETs. Elle a notamment 
permis de démontrer que le 11,12-EET pouvait activer directement les canaux ~ des 
ML VR reconstitués en bicouches lipidiques planes, et ce, sans l'implication d'une protéine 
G, comme présenté au niveau des canaux ~ des muscles lisses artériels. Le mécanisme 
par lequel le 11,12-EET active d'une façon directe les canaux n'a pas été élucidé. Deux 
voies possibles sont proposées: l) l'interaction du 11,12-EET avec une protéine du canal 
~ ; 2) la partition du 11, 12-EET dans la membrane artificielle, ce qui démontre 
l'importance de la composition lipidique de la membrane pour les effets de la molécule. Le 
11,12-EET n'affecte pas la conductance unitaire des canaux. Les effets du 11,12-EET sur 
la Po des canaux ~ n'est mesurable que lorsque la molécule est ajoutée du côté 
extracellulaire (cis), et non du côté cytoplasmique (trans). 
Le groupement époxy de la molécule 11, 12-EET est spécifique à une augmentation 
de la Po des canaux, mais le précurseur de cette molécule, l'acide arachidonique, peut aussi 
induire une activation des canaux Kea. Le PAF, un autre dérivé de l'acide arachidonique, 
ne produit cependant aucun effet sur la cinétique de ces canaux. 
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L'hypothèse de la double activation n'a pas été vérifiée puisque l'implication d'une 
protéine G, en plus de l'activation directe par le 11,12-EET, n'a pas été confirmée. 
Le 11, 12-EET produit une relaxation des muscles lisses de bronches de cobayes 
contractés avec la CCh. La relaxation est assez faible mais significative. On ne peut pas 
savoir, pour l'instant, si cette relaxation est produite par l'activation des canaux Kc. 
seulement. D'autres travaux de notre laboratoire ont indiqué que le 11, 12-EET pouvait 
aussi affecter un type de conductance cr (Salvail et al., 1997). Ces travaux rapportent une 
inhibition des canaux cr insensibles au Ca2·, et une hyperpolarisation des cellules 
musculaires des trachées de lapin d'environ 3 mV en présence de 11, 12-EET. Cette 
hyperpolarisation pourrait donc s'expliquer par une augmentation de la conductance K. et 
une diminution de la conductance cr, ce qui favoriserait l'inactivation du courant Ca2\ et 
faciliter la relaxation des muscles. 
Suite aux effets du 11, 12-EET sur les canaux Kc.i, sur les canaux cr, et aux effets 
d'hyperpolarisation des cellules musculaires et de relaxation des ML VR, il a été proposé 
que le 11, 12-EET, et éventuellement les autres isomères (5,6-, 8, 9-, 14, 15-EET), 
représentent des EpDHFs au niveau des muscles lisses des trachées et des bronches 
(Dumoulin, et.al., 1997). Des effets du 5,6-EET ont récemment été démontré dans le 
laboratoire (Salvail et al., 1997). Les résultats montrent un effet beaucoup plus marqué de 
cet isomère sur la tension des ML VR comparativement aux effets du 11, 12-EET. 
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